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@ TNF-a bindende Proteine und dafur kodierende DNAs 

Gegenstand der Erfindung sind DNAs, die mit DNAs, ko- 
dterendfurTNF-ocbindendes Protein oderfurverwandte Pro- 
teine mit der Fahigkeit, TNF-a zu binden, hybridisieren, diese 
DNAs selbst und Polypeptide, die von diesen DNAs kodiert 
werden, sowie ein Verfahren zu deren Herstellung. 
Die Erfindung betrifft auch rekombinante DNA-Molekule zur 
Klonierung und Expression dieser DNAs und Wirtsorganis- 
men, transformiert mit solchen rekombinanten DNAs. Ge- 
genstand der Erfindung sind waiters die Verwendung der 
TNF-a bindenden Polypeptide bei Indikationen, bei denen 
eine schadigende Wirkung von TNF im Organismus auftritt 
sowie pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend solche 
Polypeptide. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf DNA, insbesondere auf rekombinante DNA zur HersteJIung von Proteinen mit 
der Fahigkeit,TNF-azu binden. 
5 Tumornekrosefaktor (TNF-a) wurde erstmals im Serum von Mausen und Kaninchen gefunden, die mit 
Bacillus Calmette-Guerin infiziert und denen Endotoxin injiziert worden war, und auf Grund seiner cytotoxi- 
schen und Antitumoreigenschaften erkannt (1). Er wird vor allem von aktivierten Makrophagen und Monozyten 
produziert Zahlreiche Zelltypen, die Ziele fur TNF sind, weisen Oberflachenrezeptoren mit hoher Affinitat fur 
dieses Polypeptid auf (2); Lymphotoxin (TNF-/J) bindet an denselben Rezeptor (3, 4). TNF-a ist identisch mit 

to einem als Cachectin bezeichneten Faktor (5), der die Lipoproteinlipase unterdrflckt und bei chronisch-entzfindli- 
chen und malignen Erkrankungen zur Hypertriglyceridamie fuhrt (6, 7). TNF-a durfte an der Regulation des 
Wachstums sowie an der Differenzierung und Funktion von Zellen, die bei Entzundungen, Immunvorgangen und 
Hamatopoese eine Rolle spielen, beteiligt sein. 
TNF kann auf den Wirtsorganismus durch Stimulation von Neutrophilen (8, 9) und Monocyten sowie durch 

15 Hemmung der Replikation von Viren (10, 11) eine positive Wirkung ausfiben. Daruber hinaus aktiviert TNF-a 
die Immunabwehr gegen Parasiten und wirkt direkt und/oder indirekt als Mediator bei Immunreaktionen, 
entzundlichen Prozessen und anderen Vorgangen im Organismus, wobei die Wirkmechanismen in vielen Fallen 
noch ungeklart sind. 

Die Verabreichung von TNF-a (12) kann jedoch auch von schadlichen Erscheinungen (13) wie Schock und 
20 Gewebeschadigungen begleitet sein, die durch Antikorper gegen TNF-a aufgehoben werden kdnnen (14). Eine 
Reihe von Beobachtungen laBt auf eine Rolle von endogen freigesetztem TNF-a bei verschiedenen pathologi- 
schen Zustanden schlieBen. So scheint TNF-a ein Mediator der Kachexie zu sein, die bei chronisch-invasiven, 
z. B. parasitaren Erkrankungen auftreten kann. TNF-a scheint auch eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese 
des durch gram-negative Bakterien verursachten Schocks (Endotoxin-Schock) zu spielen; er durfte an einigen, 
25 wenn nicht alien Wirkungen von Lipopolysacchariden beteiligt sein (22). Ebenso wurde eine Funktion von TNF 
bei den im Rah men von entzundlichen Prozessen in Gelenken und anderen Geweben auftretenden Gewebe- 
schadigungen sowie bei der Letalitat und Morbiditat der Graft-versus-host reaction (GHVR) (15) postuliert 
Auch wurde ein Zusammenhang zwischen der Konzentration von TNF im Serum und dem todlichen Ausgang 
von Meningokokkenerkrankungen bench tet (16). 
30 Weiters wurde beobachtet, daB die Verabreichung von TNF-a fiber einen langeren Zeitraum einen Zustand 
von Anorexie und Auszehrung verursacht, die eine ahnliche Symptomatik aufweist wie die Kachexie, die mit 
neoplastischen und chronischen infektidsen Erkrankungen einhergeht (23). 

Es wurde fiber eine TNF inhibierende Aktivitat eines Proteins aus dem Harn von Fieberpatienten berichtet, 
von dessen Wirkung vermutet wird, daB sie auf einen kompetitiven Mechanism us auf Rezeptorebene selbst 
35 (ahnlich der Wirkung des Interleukin- 1 Inhibitors ( 1 7)) zurOckzufflhren ist (24). 

In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung konnte aus Dialyseharn von Uramiepatienten eine Protein 
identifiziert werden, das die biologischen Wirkungen von TNF-a hemmt, indem es durch Wechselwirkung mit 
TNF-a dessen Bindung an seinen Zelloberflachenrezeptor verhindert 

Es wurde festgestellt, daB das TNF-a bindende Protein auch Affinitat zu TNF-/? aufweist, diese Affinitat wurde 
40 mit etwa 1/50 der Affinitat zu TNF-a bestimmt 

Dieses Protein, im folgenden TNF-a bindendes Protein bzw. TNF- BP genannt, wurde weiters bis zur Homo- 
genitat gereinigt Es weist ein Molekulargewicht von ca. 30 000, bestimmt mittels SDS-PAGE auf, die N-termina- 
le Aminosauresequenz wurde mit Asp— Ser— Vol— X— Pro— Gin— Gly— Lys— Tyr— He— His— Pro— Gin— 
bestimmt (Daneben wurde in Spuren die folgende N-terminale Sequenz nachgewiesen: Leu— 
« (Val)-(Pro)-(His)-Leu-Gly-X-Arg-Glu-.) 

Das native TNF- BP wurde als Glycoprotein nachgewiesen. 

Es wurde folgende Aminosaurezusammensetzung, angegeben in Aminosaureresten pro Molekul und be- 
stimmt als Mittelwert einer 24- und 48stundigen Hydrolyse, ermittelt: 

so 
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Mol Aminosaure/ Mol-% Aminosaure 
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I nr 
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Cys 


323 
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Val 


103 


43 


Met 


1,1 


0,4 


He 


7,0 


2,8 


Leu 


20,2 


8.0 


Tyr 


6,1 


2,4 


Phe 


8,1 


3,2 


His 


1U 


4,4 


Lys 


15,7 


ea 


Arg 


1U8 


4,7 


Total 


252,9 


100 



Ein Gehalt an Glukosamin wurde mittels Aminosaureanalyse nachgewiesen. 25 
TNF-BP bildet mit TNF-a einen Komplex; das molare Verhaltnis von TNF-a zu TNF-BP wurde rriit 1 : 1 
bestimmt TNF-BP konnte im Serum, nicht jedoch im Ham gesunder Personen nachgewiesen werden. Ein 
erhohter Titer wurde im Serum und im Ham von Dialysepatienten mit Uramie bestimmt Als Ausgangsmaterial 
fur die Reinigung von TNF-a bindendem Protein ist somit der Ham von Uramie- Patienten unter laufender 
Dialysebehandlung (im folgenden als Dialyseharn oder Ham von Dialysepatienten bezeichnet) besonders geeig- 30 
net 

Die durchgefuhrten Bindungsversuche zeigten eine dosisabhangige Hemmung der TNF-Bindung an die Zelle 
durch konzentrierten Dialyseharn. Die Mdglichkeit der Interpretation, daB die beobachtete Verringerung der 
Bindung durch gegebenenfalls im Ham vorhandenen TNF-a selbst oder TNF-A der urn die Bindung konkurriert, 
verursacht werden konnte, wurden durch den Behind, daB die Verringerung der Bindung durch Anwendung von 35 
TNF-a- und TNF-£-Antikdrpern nicht aufgehoben werden konnte, ausgeschlossen. Es wurde auch gezeigt, daB 
die Wirkung des Inhibitors nicht auf seiner Bindung an die Zelle beruht; es konnte vielmehr die Bildung eines 
Komplexes zwischen TNF-a und TNF-BP direkt nachgewiesen werden. TNF-BP unterscheidet sich somit in 
seiner Wirkungsweise vom Interleukin-1- Inhibitor, der mit Interleukin-1 urn die Bindung an den Zelloberfla- 
chenrezeptor konkurriert (17). Der Interleukin-1 -Inhibitor beeintrachtigt die Wirkung von TNF-a nicht Es 40 
wurde auch nachgewiesen, daB das TNF-a bindende Protein Affinitat zu TNF-/? aufweist 

Die Reinigung des TNF bindenden Proteins kann — gegebenenfalls nach Konzentration des Dialyseharns — 
in mehreren Schritten nach Qbhchen Methoden der Proteinchemie durchgefuhrt werden, z. B. mittels fraktionier- 
ter Ammoniumsulfatfallung, Ionenaustausch- und Gelpermeationschromatographie, Adsorption, z. B. an Hy- 
droxylapatit oder hydrophobe Adsorption, Affinitatschromatographie, Reverse Phase Chromatographic, wobei 45 
diese Schritte grundsatzlich in beliebiger Reihenfolge, gegebenenfalls unter dazwischengeschalteter Dialyse 
oder Gel filtratioa durchgefuhrt werden konnea 

Die Vorreinigung in zwei Schritten mittels Ionenaustauschchromatographie uber eine DEAE-Saule und 
anschlieBende Gelchromatographie (Sephadex G-75) brachte eine 62fache Anreicherung. Die weitere Reini- 
gung erfolgt vorzugsweise mittels Affinitatschromatographie durch an festes Tragermaterial (z. B. Sepharose) 50 
gebundenen TNF-a; abschlieBend wird, falls erforderlich, durch weitere chromatographische Schritte, wie 
Reverse Phase Chromatographic bis zur Homogenitat gereinigt 

Das homogene Protein wurde in hochgereinigter Form erhalten, indem Ham von Dialysepatienten durch 
Ultrafiltration konzentriert, der konzentrierte Ham dialysiert und zunachst in einem ersten Reinigungsschritt 
mittels DEAE-Sephacel-Chromatographie auf das Vierfache angereichert wurde. Die weitere Anreicherung 55 
erfolgte mittels Affinitatschromatographie durch an Sepharose gebundenen TNF-a. Die Endreinigung wurde 
mittels Reverse Phase Chromatographic (FPLC) durchgefflhrt 

Vom hochgereinigten Protein wurde die N-terminale Aminosauresequenz aufgeklart 

Das Auftreten erhohter Titer des TNF-bindenden Proteins sowohl im Serum als auch im Ham von Uramie- 
Patienten laBt sich damit erklaren, daB Proteine dieser GrdBe, die normalerweise der glomerularen Filtration 60 
unterworfen und durch Tubulus-Zellen katabolisiert werden, bei Erkrankungen mit Verlust des Nephrons (z. B. 
Glomerulonephritis) die mit Verminderung von Ausscheidung und endogenem Katabolismus einhergehen, im 
Blut wie im Ham akkumuliert werden (18). 

TNF-BP kommt offensichtlich die Funktion eines Regulators der TNF-Aktivitat mit der Fahigkeit zu, die 
Konzentrationsanderungen von freiem, biologisch aktivem TNF abzupufferitTNF-BPdOrfte auch die Ausschei- 65 
dung von TNF durch die Niere beeinflussen, weil der mit TNF gebildete Komplex, der ein Molekularge wicht von 
ca. 75 000, bestimmt mittels Gelpermeationschromatographie auf Sephadex G 75 aufweist im Gegensatz zu 
TNF nicht durch den Glomerulus zuruckgehalten wird 
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Das TNF-BP stellt eine von drei Hauptproteinkomponenten aus dem Ham von DiaJysepatienten dar, die 
Affinitat zu TNF aufweisen und die gemeinsam mit TNF-BP von der Affinitatschromatographiesaule eluieren. 
Die beiden anderen Proteine binden jedoch offensichtlich in einer Weise, die die Bindung von TNF-a an seinen 
Zelloberflachenrezeptor nicht beeintrachtigt 

5 Auf Grund der erhaJtenen Ergebnisse zur biologischen Wirlcung des TNF-BP konnte es sich bei diesem 
Protein urn den loslichen Teil des TNF-Rezeptors handetn. 

Auf Grund seiner Fahigkeit die biologische Wirkung von TNF-a und TNF-/? zu inhibieren, ist das TNF 
bindende Protein geeignet bei Indikationen eingesetzt zu werden, bei denen eine Herabsetzung derTNF-Akti- 
vitat im Organismus angezeigt ist 

10 TNF-BP kann zur prophylaktischen und therapeutischen Behandtung des menschlichen oder tierischen Kor- 
pers bei Indikationen. bei denen eine schadigende Wirkung von TNF-a auftritt, eingesetzt werden. Solche 
Erkrankungen sind insbesondere entzundliche sowie infektidse und parasit§re Erkrankungen oder Schockzu- 
stande, bei denen endogenes TNF-a freigesetzt wird. Es sind darunter auch pathologische Zustande zu verste- 
hen, die aJs Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a, besonders bei hoher Dosierung, auftreten konnen, 

15 z. B. schwere Hypotension, Storungen des Zentralnervensystems. Als Arzneimittel kommen insbesondere phar- 
mazeutische Zubereitungen fiir die parenteral Anwendung in Betracht z. B. in Form von Lyophilisaten oder 
Losungen, gegebenenfaHs zusammen mit physiologisch ver tragi ichen Zusatzstoffen, wie Stabilisatoren. Auf 
Grund seiner TNF-a bindenden Eigenschaften ist TNF-BP auch als Diagnostikum fur die Bestimmung von 
TNF-a geeignet z, B. als eine der Komponenten in Radioimmunoassays oder Enzymimmunoassays, gegebenen- 

20 falls zusammen mit Antikorpern gegen TNF-a 

Auf Grund seiner Eigenschaften ist dieses Protein ein pharmakologisch wertvoller Wirkstoff, der aus naturli- 
chen Quellen nicht in ausreichender Menge mittels proteinchemischer Methoden darstellbar ist 

Es bestand daher das Bedurfnis, dieses Protein (bzw. verwandte Proteine mit der Fahigkeit, TNF-a zu binden) 
auf rekombinantem Weg herzustellen, urn es fur die therapeutische Anwendung in ausreichender Menge zur 

25 Verf ugung zu stellen. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, DN As, kodieren fur Proteine mit der Fahigkeit, TNF-a 
zu binden, zur Verfugung zu stellen, urn auf deren Basis die Herstellung rekombinanter DNA-Molekule zu 
ermoglichen, mit denen geeignete Wirtsorganismen transformiert werden konnen, um Proteine mit TNF-BP- 
Aktivitat zu produzieren. 

30 Die Aufgabe wurde erfmdungsgemaB dadurch gelds t daB auf Basis der N-terminalen Aminosauresequenz 
und Aminosauresequenzen von tryptischen Peptiden, die vom hochgereinigten TNF-BP erhalten wurden, Hybri- 
disierungssonden hergestellt wurden und mit Hilfe dieser Sonden aus einer geeigneten cDNA-Bibliothek eine 
cDN A, die einen Teil der fur TNF-BP kodierenden DNA darstellt erhalten wurde. 
Eine solche DNA hybridisiert mit DNAs (bzw. RNAs), kodierend fiir TNF-BP bzw. verwandte Proteine mit 

35 der Fahigkeit TNF-a zu binden, bzw. fur Proteine, deren Prozessierung TNF-BP bzw. TNF-BP verwandte 
Proteine ergibt (im folgenden werden diese DNAs (bzw. RNAs) der Einfachheit halber als TNF-BP-DNAs" 
bzw. TNF-BP-RNAs" bezeichnet). Unter Prozessierung ist die in vivo Abspaltung von Teilsequenzen eines 
Proteins zu verstehen. Dabei kann N -terminal die Abspaltung einer Signal- und/oder anderen Sequenzen und 
gegebenenfaHs zusatzlich, wenn es sich etwa bei dem Protein um den extrazellularen loslichen Teil eines 

40 Rezeptors handelt der mit dem N-terminal gelegenen Abschnitt aus der Zellmembran herausragt C-terminal 
die Abspaltung des die transmembrane und cytoplasmatische Region des Rezeptors bildenden Teils des Proteins 
erfolgen. 

Unter TNF-BP-DNAs (bzw. TNF- BP- RNAs) sind auch cDN As, abgeleitet von mRN As, die durch alternatives 
Splicing entstanden sind (bzw. diese mRNAs selbst), mitumfaBt Unter "alternativem" Splicing" wird die Entfer- 
45 nung von Introns verstanden, bei der vom gleichen mRNA-Precursor verschiedene Spliceacceptor- und/oder 
Splicedonor-Stellen verwendet werden. Die dabei entstehenden mRNAs unterscheiden sich voneinander durch 
das ganzliche oder teilweise Vorhandensein oder Fehlen von bestimmten Exonsequenzen, wobei es gegebenen- 
falls zu einer Verschiebung des Leserasters kommen kann. 

Gegenstand der Erfindung ist somit die in Anspruch 1 definierte DNA einschlieBlich samtlicher Varianten 
so davon, die geeignet sind, mit TN F- BP- DNAs bzw. TNF-BP-RNAs zu hybridisieren. 

Die genannten Varianten umfassen z. B. diejenigen DNA-Molekule, die durch PCR-Amplifikation mit Hilfe 
von Primern erhalten werden, deren Nukleotidsequenz nicht exakt mit der gesuchten Sequenz ubereinstimmt 
etwa aufgrund von zu KJonierungszwecken vorgesehenen Restriktionsschnittstellen oder aufgrund von bei der 
Aminosauresequenzanalyse etwa nicht eindeutig ermittelten AminosSuren. 
55 Die erfindungsgemaBen DNA-Molekule konnen verwendet werden, um aus cDNA-Bibliotheken cDNA-Klo- 
ne, enthaltend TNF-BP-DNAs, zu erhalten. Weiters konnen die erfindungsgemaBen DNAs als Hybridisierungs- 
sonden fQr mRN A-Praparationen eingesetzt werden, um TNF-BP-RNAs zu isolieren und daraus z, B. angerei- 
cherte cDNA-Bibliotheken herzustellen, die ein wesentlich vereinfachtes und effizienteres Screening ermogli- 
chen. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Isolierung der gewunschten DNAs aus genomischen DNA-Biblio- 
eo theken mit Hilfe der erfindungsgemaBen DNAs als Hybridisierungssonden. 

Gegenstand der Erfindung sind weiters TNF-BP-DNAs, die mit den vorgenannten DNA-Molekulen hybridis- 
ieren, einschlieBlich ihrer degenerierten Varianten sowie modifizierte TNF-BP-DNAs, kodierend fur Proteine 
mit der Fahigkeit, TNF-a zu binden. 

Gegenstand der Erfindung sind weiters rekombinante DNA-MolekQIe, enthaltend solche DNA-Sequenzen. 
65 Solche rekombinanten DNA-Molekule sind zur Klonierung von DNA, kodierend fur Proteine mit der Fahig- 
keit TNF-a zu binden, sowie zu deren Expression in entsprechenden Wirtsorganismen geeignet 

Gegenstand der Erfindung sind weiters Polypeptide, die von solchen DNAs kodiert werdea 

Aufgrund ihrer Fahigkeit, TNF-a zu binden, sind diese Polypeptide geeignet, bei der prophylaktischen und 
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therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Kdrpers bei Indikationen eingesetzt zu werden, 
bei denen eine schadigende Wirkung von TNF-a auftritt 

Da beim TNF-BP auch eineTNF-^inhibierende Wirkung nachgewiesen wurde, kann es(bzw. die verwandten 
Polypeptide) in geeigneter Dosierung, gegebenenfalls in im Hinblick auf eine gesteigerte Affinitat zu TNF-fi 
modifizierter Form, auch fur die Inhibierung der Wirkung von TNF-^im Organismus verwendet werden. 5 

Gegenstand der Erfindung sind daher weiters pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend eine die biologi- 
sche Wirkung von TNF-a und/oder TNF-0 wirksam hemmende Menge von TNF-BP bzw. einem verwandten 
Polypep tid mit der Fahigkeit TNFzu binden. 

Unter "modifizierten DNAs" sind solche DNAs zu verstehen, die z. B. durch Mutation, Transposition oder 
Addition sowie durch VerkQrzung von TNF-BP-DNAs erhalten werden, sofern diese modifizierten Sequenzen 10 
fur Proteine mit der Fahigkeit, TN F-a zu binden, kodieren. 

Unter der Fahigkeit, TNF-a zu binden" ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Eigenschaft eines 
Proteins zu verstehen, an TNF-a derart zu binden, daB die Bindung von TNF-a an den funktionellen Teil des 
Rezeptors verhindert und die Wirkung von TNF-a im menschlichen oder tierischen Organismus gehemmt oder 
aufgehoben wird. Durch diese Definition ist die Fahigkeit eines Proteins, auch an andere Proteine. z. B. an 15 
TNF-# zu binden und deren Wirkung inhibieren zu kdnnen, mit eingeschlossen. 

Ebenso wie etwaige Modifikationen der DNA-Sequenz erfolgt die Auswahl von fur die Expression geeigneten 
Wirtsorganismen insbesondere im Hinblick auf diese biologische Eigenschaft; dariiber hinaus gehen die bei der 
Herstellung rekombinanter Proteine ublichen ECriterien wie Vertraglichkeit mit dem gewahlten Vektor, Prozes- 
sierungsfahigkeit, Isolierung des Proteins, Expressionscharakteristika, Sicherheits- und Kostenaspekte in die 20 
Entscheidung Ober den Wirtsorganismus ein. Die Wahl eines geeigneten Vektors ergibt sich aus dem fur die 
Transformation vorgesehenen Wirt Grundsatzlich sind alle Vektoren geeignet, die die erfindungsgemaBen 
TNF-BP-DNAs replizieren und exprimieren. 

Im Falle der TNF-BP-DNA ist im Hinblick auf deren Expression vor allem der etwaigen Relevanz der beiden 
beim naturlichen Protein festgestellten Kxiterien Glykosylierung (vgL Vorversuch 12) und hoher Anteil an 25 
Cysteinresten (vgl. Vorversuch 9) fur die Eigenschaft, TNF-a zu binden, Rechnung zu tragen. ZweckmaBig 
werden daher for die Expression Eukaryoten, insbesondere geeignete Expressionssysteme hoherer Eukaryoten, 
verwendet 

Das Durchsuchen von cDNA-Bibliotheken mit Hilfe von Hybridisierungssonden, die von Aminosauresequen- 
zen kurzer Peptide abgeleitet sind, stoBt auf Grund der Degeneration des genetischen Codes mitunter auf 30 
grSBere Schwierigkeiten. Zusatzlich erschwert wird diese Vorgangsweise dann, wenn von einem Protein, wie 
z. B. dem TNF-BP, nicht bekannt ist, in welchen Geweben es synthetisiert wird. In diesem Fall kann bei einem 
Versagen dieser Methode unter Umstanden nicht mit Bestimmtheit festgestellt werden, ob es auf die Wahl einer 
ungeeigneten cDNA-Bibliothek oder auf die zu geringe Spezifitat der Hybridisierungssonden zuruckzufuhren 
ist 35 

Zur Losung der gestellten Aufgabe wurde daher erfindungsgemaB wie folgt vorgegangen: Als cDNA-Bibliot- 
hek wurde eine Bibliothek der Fibrosarkomzellinie HS913T, die mit TNF-a induziert worden war und in 
Lambda gtl 1 vorlag, eingesetzt 

Urn aus dieser Bibliothek Lambda DN A mit TNF-BP Sequenzen zu erhalten, wurde die groBe Empfindlichkeit 
der Polymerase Kettenreaktion (PCR) ausgenutzt Mit HiJfe dieser Methode kann aus einer gesamten cDNA-Bi- 40 
bliothek eine unbekannte DNA-Sequenz erhalten werden, die flankiert ist von Oligonukleotiden, die auf Basis 
bekannter Aminosaureteilsequenzen entworfen und als Hybridisierungssonden eingesetzt wurden. Ein soiches 
langeres DNA-Fragment kann nachfolgend als Hybridisierungssonde, z. B. zur Isolierung von cDNA-Klonen, 
insbesondere des urspriinglichen cDNA-Klons, eingesetzt werden. 

Die "Polymerase Kettenreaktion* ("Polymerase Chain Reaction", PCR) ist eine Methode, urn DNA enzyma- 45 
tisch in vitro zu amplifizieren. Die Methode basiert auf der Wiederholung eines Zyklus der drei Stufen: 
Hitzedenaturierung der DNA, Binden von Oligodesoxy-nukleotid-Primern an dazu komplementare Sequenzen 
und Verlangerung der Primer mit DNA Polymerase, der aufeinanderfolgend unter kontrollierten Temperatur- 
bedingungen mehrfach wiederholt wird Fur die PCR-Amplifizierung von DNA werden zwei Oligodesoxynu- 
kleotid-Primer eingesetzt, die das zu amplifizierende DNA-Segment flankieren. Diese Oligodesoxynukleotide 50 
sind so ausgelegt, daB sie an den gegenuberliegenden DNA-Strangen binden und so orientiert sind, dafl die 
DN A-Synthese durch die Polymerase uber die zwischen den Primem liegende Region erfolgt Dadurch wird die 
Menge dieses DNA-Segments in jedem Zyklus verdoppelt, weil die veriangerten Produkte ebenfalls komple- 
mentar zu einem der Primer und damit befahigt sind, diesen zu binden. Dies fuhrt zu einer exponentiellen 
Anhaufung des spezifischen, von den Primem flankierten DNA-Fragments. Der Einsatz einer thermostabilen 55 
DNA-Potymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus ermdglicht die Automatisierung der PCR. Da dieses 
Enzym seine Aktivitat auch nach langerer Inkubation bei hoher Temperatur (95° C) behalt, die zur Denaturie- 
rung der DNA notwendig ist, genQgt eine einmaJige Zugabe des Enzyms fur die Durchftihrung vieler PCR-Zy- 
klen(31). 

Im einzelnen wurde die gestellte Aufgabe wie folgt gelost: 60 
Vom hochgereinigten TNF-a bindenden Protein wurden die N-terminale Aminosauresequenz sowie die 
Aminosauresequenzen von durch tryptischen Verdau des Proteins erhaltenen Peptiden bestimmt 

Aus diesen Sequenzen wurden im Hinblick auf ihren Einsatz in der PCR fur die Herstellung von Oligonukleo- 
tiden Bereiche einerseits aus dem N-Terminus und andererseits aus einem tryptischen Peptid derart ausgewahlt, 
daB die Komplexitat von Mischoligonukleotiden fur die Hybridisierung mit cDNA mdglichst gering ist Auf Basis 65 
dieser beiden Bereiche wurde je ein Satz Mischoligonukleotide hergestellt wobei der vom N-terminal gelegenen 
Bereich abgeleitete entsprechend der mRNA und der vom tryptischen Peptid abgeleitete revers komplementar 
zur mRNA synthetisiert wurde- Urn das nachfolgende KJonieren eines mit PCR amplifizierten Segments zu 
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erfeichtern, wurde der vom tryptischen Peptid abgeleitete Satz von Oligonukleotiden mit einer BamHI-Restrik- 
tionsstelle versehen. Darauf wurde Lambda-DNA aus der TNF-a induzierten Fibrosarkom cDNA-Bibliothek 
isoliert und daraus eine TNF-BP-Sequenz mittels PCR amplifiziert Das erhaltene Fragment wurde kloniert und 
sequenziert; es weist 158 Nukleotide auf und enthalt zwischen den beiden von den Primer OHgonukleotiden 
5 stammenden Sequenzabschnitten die fur das tryptische Peptid 20 kodierende Sequenz. 

Dieses DNA-Fragment kann nachfolgend radioaktiv markiert und als Sonde, z. B. zur Isolierung von cDNA- 
KJonen aus der Fibrosarkom-Bibliothek, verwendet werdea Dazu kann so vorgegangen werdea daB zunachst 
Plaques mit der Sonde hybridisiert, Phagen von hybridisierenden Plaques vereinzeh und daraus Lambda DNA 
gewonnen werdea 

io Daraufhin kann Einzelstrang-DNA mittels PCR hergestelh und direkt sequenziert werdea (Diese Methode 
kann verwendet werden, um auf schnellem Weg Sequenzinformationen von Inserts rekombinanter Lambda- 
KJone zu erhalten, ohne den ublichen Weg der Subklonierung von DNA-Fragmenten in M13 oder ahnlichen 
Vektoren beschreiten zu mussea) 
Die Erfindung wird an Hand der folgenden Vorversuche und Beispiele naher erlautert: 

15 

Vorversuch 1 
Kompetitionsbindungstest 

20 Die Anwesenheit von TNF-BP wurde durch {Competition mit der Bindung von radioaktiv markiertem rekom- 
binantem TNF-a ( ,2S -I-TNF-a) an HL-60-Zellen uberpruft Zur radioaktiven Markierung mit l25 I-TNF-a wurde 
die Zwei-Phasen- Methode nach Tejedor und Ballesta verwendet (19)i Dazu wurden 50 u.1 Boratpuffer (50 mM, 
pH B f 4\ 10 ul KI (0,125 mM in freiem Boratpuffer) und 1 mCi 125 1 (Amersham) mit 1 \ig rekombinantem TNF-a 
(hergestelh von Genentech enthahend 36 x 10 6 E/mg, entsprechend 646 E/pMol), enthaltend 0,05% Tween 10, 

25 gemischt Von der Voraussetzung ausgehend, daB sich markierter TNF-a von unmarkiertem hinsichtJich der 
Bindungseigenschaften nicht unterscheidet, wurde die spezifische Aktivitat durch Verdrangungsanalyse be- 
stimmt 

Zur Durchfuhrung des Kompetitions-Bindungstests wurde ein Subklon von HL-60 Zellen (HL-60-10) (20, 21) 
verwendet 

30 Die Zellen wurden in Suspensionskultur in RPMI-1640 Medium mit 10% fdtalem Rinderserum (FBS) gezuch- 
tet Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase (7,5 x 10 6 ) wurden mit Bindungspuffer (RPMI-1640, 10% 
FBS, 20 mM Hepes pH 7,4) gewaschen und mit 50 mM l25 I-TNF-a 2 Stunden lang bei 4°C durch Rotation in 
1,5 ml Eppendorf Zentrifugenrdhrchen in einem Gesamtvolumen von 300 pi inkubiert AnschlieBend wurde 10 
Sekunden lang bei 8000 xg zentrifugiert, der Niederschlag mit eiskaltem Bindungspuffer aufgenommen und 

35 zweimal gewaschea um freien von membrangebundenem l25 I-TNF zu trennen. 

Die Radioaktivitat wurde mit einem gamma-Zahler (LKB 1272 Clinigamma) gemessen. Die spezifische Bin- 
dung wurde definiert als Differenz zwischen Gesamtbindung und unspezifischer Bindung, die bei lOOOfachem 
OberschuB von unmarkiertem TNF-a auftrat (die unspezifische Bindung betrug 5—20% der Gesamtbindung). 
AnschlieBend wurde der EinfluB von dialysiertem Urin auf die Bindung von ,25 I-TNF-a gemessen. 

40 Die Bindungshemmung verursacht durch verschiedene Volumina eines konzentrierten Dialyseharns (der 
verwendete Ausgangsharn wurde mit EDTA (10 g/1), TRIS (6 g/1), NaN 3 (I g/1), Benzamidinhydrochlorid (1 g/1) 
konserviert, gegen 0,15 M NaCl, 5 mM Hepes, pH 7,4, und 1 mM Benzamidinhydrochlorid dialysiert und bei 
— 20° C gelagert), wurde zur Konstruktion einer Standardkurve herangezogen, wobei das Urinvolumen gegen 
das Verhaltnis von gebundenem 125 I-TNF-azu maximal gebundenem 125 I-TNF-a(B/Bmax) aufgetragen wurde. 

45 Eine Einheit TNF bindendes Protein wurde definiert als diejenige Menge von TNF-BP, die das Verhaltnis 
B/Bmax auf 03 herabsetzt 

Um eine Verringerung der Bindung von l25 I-TNF-a an die Zellen durch eventuell in der Probe vorhandenen 
TNF-a oder TNF-/?zu verhindern, muBten diese entfernt bzw. blockiert werdea 

Dazu wurden Antisera verwendet, die durch Immunisierung von Kaninchen mit TNF-a bzw. TNF-/J herge- 
50 stellt worden waren. Das Immunglobulin von 1 uJ TNF- a- Antiserum wurde an 25 mg Protein-A-Sepharose 
(Pharmacia) in 200 ul Bindungspuffer bei 37° C eine Stunde lang adsorbiert. Um eventuell in den biologischen 
Proben enthaltenes TNF-a zu entfernea wurden diese mit dem an Protein A-Sepharose gebundenen Anti-TNF- 
a 12 Stunden lang bei 4°C in einem Volumen von 750 uJ unter Rotation inkubiert Nach anschlieBender 
SminOtiger Zentrifugation bei 10 000 xg wurde der Oberstand fur den Kompetitionsbindungstest verwendet 
55 In einem Vergleichsversuch konnte gezeigt werdea daB mit Hilfe dieser Vorgangsweise die Kompetition 
durch 10 nM exogenen rekombinanten TNF-a vollstandig aufgehoben wird. 

Dazu wurden verschiedene Konzentrationen von TNF-a (I — 100 nM) in 7 ul Bindungspuffer mit 1 uJ ami 
TNF-a, adsorbiert an 25 mg Protein A-Sepharose, 12 Stunden lang bei 4°C unter Rotation inkubiert Nach 
Zentrifugation wurden die Oberstande dem Kompetitionsbindungstest unterworfen. Die Ergebnisse dieses 
60 Vergleichsversuches sind in Fig. 2a dargestellt: Die Werte, erhalten nach Prainkubation mit Anti-TNF-a 

(• •), wurden verglichen mit den entsprechenden Werten fur TNF-a, das nicht vorinkubiert worden 

war (O O). Die Ergebnisse zeigen, daB die Verringerung der Bindung von ,25 I-TNF-a durch 10 nM 

TNF-a augeschaltet werden kana wenn TNF-a mit Antikdrpern prainkubiert wird. 

Da Antikorper gegen TNF-^ keine Bindung an ,25 I-TNF-a zeigten, konnten sie direkt zur biologischen Probe 
65 zugegeben werdea Es wurden 10 oJ Antiserum mit der Probe gemischt, eine Stunde inkubiert und anschlieBend 
der Kompetitionsassay durchgefuhrt 

In einem Vergleichsversuch konnte gezeigt werden, daB durch Zugabe von Anti-TNF-^die durch 100 nM 
exogenen rekombinanten (hergestellt von Genentech, enthaltend 230 x 10 6 E/mg entsprechend 336 E/pMol 
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TNF-0 verursachte Hemmung der Bindung aufgehoben wird. Dazu wurden den Vergleichsproben mit konstan* 
ter TNF-0-Konzentration verschiedene Mengen Anti-TNF-0(1.25-2O u.1) zugesetzt Nach 60min0tiger Inkuba- . 
tion wurden die Mischungen dem Kompetitionsbindungstest unterworfen. Fig. 2b zeigt daB 10 ul Anti-TNF-/? 
die durch TNF-/J 100 nM verursachte Bindungshemmung vollstandig aufhebt 

Die Ergebnisse der FCom petitions- Bindungsversuche sind in Fig. 1 dargestellt: Die Bindung von 50 pM 
l25 I-TNF-a bei 4°C in Gegenwart von 20fach konzentriertem Dialyseham ist durch den Verlauf der Kurve 
# # dargestellt (die Balken zeigen den Standardfehler des arithmetischen Mittels an). 

DaB die gemessene Verringerung der Bindung von ,25 l-TNF-a an die Zelle nicht auf die Anwesenheit von 
TNF-a oder TNF -fi in der Probe zuruckzufuhren ist, zeigt der identische Kurvenverlauf bei Proben mit vorange- 

gangener Behandlung mit TNF-a- Antikdrpern, gebunden an Protein-A-Sepharose (O 0\ bzw. unter 

Zugabe von 10 ulTNF-^ Antiserum (□ D). 

Vorversuch 2 

Dieser Versuch wurde durchgefuhrt, urn zu GberprOfen, ob TNF-BP Affinitat zu TNF -fi aufweist Dazu wurde 
wie in Vorversuch I vorgegangen mit dem Unterschied, daB die Zellen mit 50 pM ,25 I-TNF-0 inkubiert wurden. 
Es wurde festgestellt daB TNF-BP zu TNF-/? eine Affinitat aufweist die ca. 1/50 seiner Affinitat zu TNF-a 
betragt; d h. es werden 50 Einheiten TNF-BP benotigt, urn die Bindung von TNF-/? an die Zelle urn 50% zu 
inhibieren. 

Vorversuch 3 

Nachweis der Bildung eines Komplexes von TNF-a mit TNF-BP aus biologischen Flussigkeiten 

Diese Versuche wurden mit einer Mischung von ,25 I-TNF-a mit dialysiertem Ham oder Serum mittels 
Gelchromatographie aus Sepahcryl durchgefuhrt Dazu wurden Mischungen mit und ohne 250fachen molaren 
OberschuB von nichtmarkiertem TNF-a hergestellt 

500 u.1 Probe wurden 10 Minuten lang bei 23°C mit l25 I-TNF-a bei einer Endkonzentration von 200 pM 
gemischt und auf einer Sephacryl 200 superfine Saule (1,5 x 60 cm, Pharmacia), die mit 0,1 5 M NaCI, 5 mM Hepes 
pH 7,4 equilibriert worden war, aufgetragen. Die Saule wurde mit 0,15 M NaCI, 5 mM Hepes pH 7,4 bei einer 
DurchfluBrate von 25 ml/h eluiert Vor der Gelchromatographie wurden ein Teil der Proben zusatzlich mit 
einem 250fachen molaren OberschuB von unmarkiertem TNF-a (50 nM) inkubiert 

Fig. 3A zeigt das Chromatogramm von l25 I-TNF-a allein (□ □) und einer Mischung von 200 pM 

,25 I-TNF-a mit dialysiertem Harn einer gesunden Person (• •), 

Fig. 3B zeigt die Elutionsprofile von Mischungen von 200 pM l2S I-TNF-a mit dialysiertem Harn von einem 

Uramiepatienten in Abwesenheit (• •) und Anwesenheit (O O) eines 250fachen Oberschus- 

ses von unmarkiertem TNF-a). 

Fig. 3C zeigt die Elutionsprofile von Mischungen von 200 pM t25 I-TNF-a mit Serum einer gesunden Person in 
Abwesenheit (• •) und Anwesenheit (O O) eines 250fachen Oberschusses von unmarkier- 
tem TNF-a. 

Fig. 3D zeigt die Elutionsprofile von Mischungen von 200 pM 125 I-TNF-a mit Serum von einem Uramie-Pa- 

tienten in Abwesenheit (• •) und Anwesenheit (O O) eines 250fachen Oberschusses von 

unmarkiertem TNF-a Pfeile bedeuten das Totvolumen Vo und die Elutionsvolumina von Rindersemmalbumin 
(I; Molekulargewicht 67 000), Ovalbumin (II; 43 000), Chymotrypsinogen (III; 25 000) und Ribonuklease (IV; 
13 700). 

Bei Verwendung von dialysiertem Harn einer gesunden Person eluierte l25 I-TNF-a als einzelner Peak ent- 
sprechend einem Molekulargewicht von ca. 35 000 (Fig. 3A); die Verwendung von DiaJyseharn eines Uramiepa- 
tienten, Serum einer gesunden Person und Serum eines Uramiepatienten resultierte in zwei Hauptpeaks, 
entsprechend Molekulargewichten von ca. 35 000 (freier ,25 l-TNF-a) und ca. 75 000 (Komplex zwischen 
l25 I -TNF-a und TNF- BP). 

Vorversuch 4 
Partielle Reinigung von TNF-BP 
TNF-BP wurde aus mehreren Proben Dialyseham von Uramiepatienten partiell gereinigt 

a) Konzentration 

Dazu wurden jeweils 300 ml Harn durch Druckultrafiltration (Diaflo-Zellen, ausgeriistet mit UM-10-Membra- 
nen (Amicon Ina) und anschlieBende Dialyse gegen 1 0 mM Tris HCI, pH 8.0, 03% Natriumazid konzentriert 

b) Ionenaustauschchromatographie 

Zur Durchfuhrung der Ionenaustauschchromatographie wurde eine DEAE-Sephacel-Saule (1,5 x 60 cm, Phar- 
macia) mit der Probe (15 ml konzentrierter Dialyseham enthaltend 192 E/ml TNF-BP) beschickL Eluiert wurde 
mit 150 ml eines NaCl/10 mM Tris/HCI, pH 8,0-Gradienten, wobei die NaQ- Konzentration 0 bis 0,4 M betrug. 
Der am Ende der Elution verwendete steile Gradient diente zur Oberprufung, ob zusatzliches TNF-BP bei hoher 
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Ionenstarke eluierbar ist Die das TNF bindende Protein enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, lyophilisiert, 
wiederaufgenommen und gegen 0,15 M NaCl, 5 mM Hepes pH 7,4 dialysiert Das Ionenaustausch-Chromato- 
gramm ist in Fig. 4A dargestellt (urn die Werte fur die Absorption zu erhalten, sind die dargestellten Werte mit 
03 zu multiplizieren). 

c) Gelpermeationschromatographie 

Die aus Schritt b) erhaltene Proteinlosung (5 ml, enthaltend 375 E/ml TNF- BP) wurde auf eine Sephadex G-75 
superfine Saule (2,6 x90 cm, Pharmacia), equilibriert mit 0,15 M NaC1, 5 mM Hepes, pH 7,4, aufgetragen. Die 
Saule wurde bei einer DurchfluBrate von 7 ml/Stunde eluiert Das Chromatogramm ist in Fig. 4B dargestellt; die 
Pfeile zeigen das Totvolumen ( Vb), die Elutionsvolumina von Rinderserumalbumin (I, Molekulargewicht 67 000), 
Ovalbumin (II, 43 000) und Chymotrypsinogen (HI, 25 000) an (urn die Werte fur die Absorption zu erhalten, sind 
die dargestellten Werte mit 0,03 zu multiplizieren). 

Die TNF-BP enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, lyophilisiert, wieder aufgenommen, gegen 0,12 M 
NaCl 5 mM Hepes pH 7,4 dialysiert und durch Filtration sterilisiert Die Bestimmung der Proteinkonzentration 
erfolgte mit Hilfe des Biorad Protein Microassay und mit Albumin als Standard. 

Die partielle Reinigung brachte eine 62fache Anreicherung des TNF bindenden Proteins, das Molekularge- 
wicht wurde mit ca. 50 000 bestimmt 

Vorversuch 5 

Hemmung der biologischen Aktivitat von rekombinantem TNF durch TNF-BP 

Die Blockierung der wachstumshemmenden Wirkung von TNF-a durch TNF-BP wurde an HL-60- 10 Zellen in 
Agarkultur gemessen. 2000 Zellen wurden in 1 ml 0,3%igem Agar auf 0,5%igem Agar, jeweils in Wachstumsme- 
dium mit 10% fdtalem Rinderserum, in 35 mm Gewebekulturschalen geschichtet; die Topagarschicht der Kul- 
turschalen enthielt verschiedene Konzentrationen von TNF-a (0— 4pM, ausgehend von Stammldsungen, ent- 
haltend 80 pM oder 320 pM TNF-a in Wachstumsmedium) und eine einheitliche Konzentration von TNF-BP 
(13 E/ml, ausgehend von einer Stammldsung enthaltend 100 E/ml in 0,15 M Nacl, 5 mM Hepes, pH 7,4). Die 
Kolonien wurden nach 10 Tagen gezahlt 

Fig. 5A zeigt die Blockierung der Wachstumshemmung von rekombinantem TNF-a durch TNF-BP in Agar- 
kultur: • • TNF-a allein; O O TNF-a mit Zusatz von 13 E/ml TNF-BP. TNF-BP allein 

beeintrachtigedas Zellwachstum nicht 

Die Ergebnisse von Versuchen mit unterschiedlichen TNF-BP-Konzentrationen (0,4—27 E/ml; Stammldsun- 
gen 1000, 250, 62 und 16 E/ml) bei konstanter Konzentration von TNF-a (2 pM; Stammldsung 80 pM) sind in 
Fig. 5B dargestellt (Balken bedeuten jeweils die Standardabweichung des arithmetischen Mittels). Die Ergebnis- 
se dieser Versuche zeigen den dosisabhangigen Effekt des TNF-BP auf die btologische Wirkung von TNF-a. 

Vorversuch 6 

Bindungsverhalten von Zellen nach Vorbehandlung mit TNF-BP 

7,5 x 10 6 HL-60-10 Zellen in 300 ml RPMI, 10% FBS, 20 mM Hepes pH 7,4 wurden 20 min lang bei 37°C mit 
TNF-BP (14 E/ml) inkubiert, danach zweimal mit eiskaltem Bindungspuffer gewaschen. Danach wurde der 
Kompetitionsbindungstest mit !25 I-TNF-a, wie im Beispiel 1 angegeben, durchgefuhrt; die Kontrollversuche 
wurden mit unbehandelten Zellen durchgefuhrt 

Es wurde ein durchschnittliches Verhaltnis B/Bmax von 0,95 erhalten. Dieses Ergebnis zeigt, daB die Wirkung 
des TN F-BP nicht auf seiner etwaigen Bindung an die Zellen beruht 

Vorversuch 7 

Herstellung von hochgereinigtem TNF-BP 

a) Konzentration des Harns 

200 1 Dialyseharn von Uramiepatienten, aufbewahrt in Flaschen enthaltend EDTA (10 g/1), Tris (6 g/1), NaN3 
(1 g/1) und Benzamidinhydrochlorid (1 g/1) sowie kuhl gelagert, wurden durch Ultrafiltration mittels einem 
hochdurchlassigen Hamokapillarfilter mit einer asymmetrischen Hohlf asermembarn (FH 88H, Gambro) auf 4,2 I 
mit einem Proteingehalt von 567 g konzentriert Der konzentrierte Harn wurde gegen 10 mM/l Tris HC1, pH 8 
dialysiert. Wahrend dieses Vorgangs wurde, wie in den nachfolgenden Schritten (auBer bei der Reverse Phase 
Chromatographic), 1 m/M/1 Benzamidinhydrochlorid zugef0gt,um proteolytischem Verdau entgegenzuwirken. 
Alle nachfolgenden Reinigungsschritte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei 4° C durchgefuhrt 

b) lonenaustauschchromatographie 

Dieser Schritt wurde, wie im Vorversuch 1 beschrieben, durchgefuhrt Dazu wurden DEAE-Sephacel-Saulen 
(2^ x 40 cm) mit Proben konzentrierten und diarysierten Harns, enthaltend je ca. 75 g Protein, beschickt Eluiert 
wurde mit 800 ml eines NaCI/10 mM Tris/HCI pH-8-Gradienten, wobei die NaCI-Konzentration 0 bis 0,4 M 
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betrug. Die das TNF-BP enthaltenden Fraktionen von sieben Saulen mit einem Gesamtproteingehalt von 1 14 g 
wurden bei -20°CgelagerL 

c) Affinitatschromatographie 

5 

Zur Herstellung der TNF-Sepharosesaule wurde rTNF-a (15 mg) in 0.1 M NaHCO* 1 M NaCI, pH 9 (Kopp- 
lungspuffer) an 1,5 g cyanogenbromidaktivierte Sepharose 4B (Pharmacia) gekoppelt Die Sepharose wurde in 
1 mM HQ gequollen und mit Kopplungspuffer gewaschen. Nach Zusatz von rTNF-a wurde die Suspension 2 
Stunden lang bei Raumtemperatur rotieren gelassen. Der OberschuB an CNBr-Gruppen wurde durch einein- 
halbstundige Rotation mit IM Ethanolamin, pH 8 blockiert. Die TNF-Sepharose wurde einige Male abwech- io 
selnd in 1 M NaCI, 0,1 M Natriumacetat pH 8 und 1 M NaCI, 0,1 M Borsaure pH 4 gewaschen und anschlieBend 
in phosphatgepufferter Kochsalzlosung mit 1 mM Benzamidinhydrochlorid gelagert Die aus Schritt b) erhalte- 
nen Fraktionen wurden auf eine Konzentration von 0,2 M NaCI, 10 mM Tris/HCI, pH 8 eingestellt Die TNF-Se- 
pharose wurde in eine Saute gepackt und mit 0,2 M NaCI, 10 mM Tris HC1, pH 8 gewaschen und die TNF-BP 
enthaltenden Fraktionen, entsprechend ca. 30 g Protein, bei einer DurchfluBrate von 10 ml/h aufgetragen und 15 
ausgiebig mit 0,2 M NaCI, 10 mM Tris HC1, pH 8 gewaschen, bis im Eluat bei 280 nm keine Absorption mehr 
nachweisbar war. AnschlieBend wurde TNF-BP mit 0,2 M Glycin/HCl, pH 23 eluiert 

Der Verlauf der Affinitatschromatographie ist in Fig. 6 dargestellt: O O Absorption bei 280 nm; 

0 • TNF-BP, gemessenim Kompetitionsbindungstest 

TNF-BP enthaltende Fraktionen aus 4 Auftrennungen wurden vereinigt und nach Zusatz von Polyethylengly- 20 
kol (MG 6000) — bis zu einer Endkonzentration von 10 mg/ml — lyophilisiert Die lyophilisierte Probe wurde in 
destilliertem Wasser gelost und gegen destilliertes Wasser dialysiert (Die dialysierte Probe (4 ml) wurde in 
tiefgefrorenem Zustand gelagert) 

Dieser Reinigungsschritt brachte gegentiber dem vorangegangenen eine weitere Anreicherung urn das ca. 
9000fache. (Der Reinigungsgrad in diesem Schritt konnte nicht exakt best i mm t werden, weil ein gewisser Anteil 25 
von TNF-a aus der Saule auslief und dabei mdglicherweise einen Teil des TNF-BP maskierte; eine derartige 
Maskierung hat zwangslaufig eine Ungenauigkeit bei der quantitativen Bestimmung der Aktivitat des Proteins 
zur Folge.) SDS-PAGE (durchgefuhrt, wie in Vorversuch 8 beschrieben) der TNF-BP enthaltenden Fraktionen 
zeigte die Elution von drei Hauptkomponenten mit Molekulargewichten von 28 000, 30 000 und 50 000 (Fig. 8, 
Spur A). 30 

d) Reverse Phase Chromatographic 

Ein aliquoter Anteil (1 ml) der aus Schritt c) erhaltenen Fraktionen mit einem Zusatz von 0,1% Trifluoressigs- 
aure wurde auf eine ProRPC HR 5/10 Saule (Pharmacia), die an ein FPLC-System (Pharmacia) angeschlossen 35 
war, aufgetragen. Die Saule wurde mit 0,l%iger Trifluoressigsaure equilibriert und bei Raumtemperatur mit 
einem linearen 15 ml Gradienten von 10 VoI.-% bis 50 Vol.-% Acetonitril, enthaltend 0,1% Trifluoressigsaure, 
beschickt; die DurchfluBrate betrug 03 ml/min. Fraktionen von 0,5 ml wurden gesammelt und die Absorption bei 
280 nm sowie die Aktivitat des TNF-a bindenden Proteins mit Hilfe des Kompetitionsbindungstest, wie im 
Beispiel t angegeben, bestimmt wobei jeweils 0,01 pj Probe verwendet wurden. TNF-BP eluierte als ein einziger 40 
Aktivitatspeak entsprechend einem scharfen U V-Absorptionspeak. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind 
in Fig. 7 dargestellt 

Dieser letzte Reinigungsschritt brachte eine Zunahme der spezifischen Aktivitat um das ca. 29fache, die 
Gesamtzunahme an Aktivitat gegenuber dem Ausgangsmaterial (konzentrierter Dialyseharn) betrug das ca. 
1,1 xKttache. « 

SDS-PAGE der reduzierten und nicht reduzierten Probe, durchgefuhrt wie in Vorversuch 8 angegeben, zeigte 
das Vorhandensein eines einzigen Polypeptids mit einem Molekulargewicht von ca. 30 000 (Fig. 8, Spuren B, C). 

Vorversuch 8 

50 

SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (25) auf 18 cm langen, 16 cm breiten und 1,5 mm dicken 
Flachgelen mit lOTaschen mittels einer LKB 2001 Elektrophorese-Einheit durchgefuhrt Der Proteingehalt der 
Proben aus den Reinigungsschritten c) und d) (Vorversuch 7) wurde mittels Bio-Rad Protein Assay bestimmt 55 
bzw. aus der Absorption bei 280 nm berechnet, wobei einer Absorption von 1,0 ein Gehaltvon 1 mgTNF-BP/ml 
000 OOOdnet wurde. 

Die Proben, enthaltend ca. 25 \ig Protein (aus Vorversuch 7c) bzw. ca. 5 u,g (aus 7d) in reduzierter (0-Mercapto- 
ethanol) und nicht reduzierter Form wurden auf ein 3%iges Sammelgel und ein 5- bis 20%iges lineares 
Polyacrylamidgradientengel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 25 mA/Gel ohne Kuhlung gefahren. Als 60 
Molekulargewichtsmarker (Pharmacia) wurden Phosphorylase B (MG 94 000), Rinderserumalbumin (MG 
67 000), Ovalbumin (MG 43 000), Karboanhydrase (MG 30 000), Sojabohnen-Trypsin inhibitor (MG 20 100) und 
a-Laktalbumin (MG 14 400) verwendet Die Gele wurden mit Coomassie Blue in 7%iger Essigsaure/40%igem 
Ethanol gefSrbt und in 7%iger Essigsaure/25%igem Ethanol entfarbt. 

Das Ergebnis der SDS-PAGE ist in Fig. 8 abgebildet: Spur A (Affinitatschromatographie): Es wurden 3 65 
Proteine mit Molekulargewichten von ca. 28 000, ca. 30 000 und ca. 50 000 nachgewiesen. 

Spuren B und C (Reverse Phase Chromatographic): Elektropherogramme des reduzierten (B) und des nicht 
reduzierten (C) hochgereinigten Proteins. 
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Das Ergebnis der SDS-PAGE zeigt, daO TNF-BP aus einer einzigen Polypeptidkette mit einem Molekularge- 
wicht von ca. 30 000 besteht (Der Unterschied zwischen diesem Molekulargewicht und dem mittels Gelpermea- 
tionschromatographie auf.Sephadex G-75 ermittelten Molekulargewicht von ca. 50000 kdnnte damit erkJart 
werden, daB bei der GelpermeationschrofnatogFaphie auf Gntnd der MoJekQfform des Proteins em hoheres 
s Molekulargewicht vorgetauscht wird Eine weitere Mdglichkeit fur die Erklarung dieser Diskrepanz kdnnte die 
Bildung von TNF-BP-Dimeren unter nicht denaturierenden Bedingungen seia) 

Vorversuch 9 

10 Aminosaureanalyse 

Die Aminosaureanalyse wurde mit dem Beckman High Performance Analyzer System 6300 nach Standard- 
vorschrif t durchgefuhrt 

Sie ergab folgende Aminosaurezusammensetzung, angegeben in Mol Aminosaure pro Mol Protein und in 
is Mol-% Aminosaure, bestimmt als Mittelwert einer 24- und einer 48stfindigen Hydrolyse: 



Mol Aminosaure/ Mol-% Aminosaure 

Mol Protein 



Asp + Asn 


27,5 


10^ 


Thr 


15,8 


63 


Ser 


20,7 


8£ 


Glu + Gin 


35,0 


133 


Pro 


W 


33 


Gly 


16,0 


63 


Ala 


4.2 


1,7 


Cys 


323 


123 


Val 


103 


43 


Met 


1.1 


0,4 


lie 


7,0 


23 


Leu 


20,2 


8,0 


Tyr 


6,1 


2,4 


Phe 


8,1 


3,2 


His 


11,1 


4,4 


Lys 


15,7 


6,2 


Arg 


113 


4,7 


Total 


2523 


100 



40 

Weiters wurde in den Proben Glukosamin nachgewiesen. 



Vorversuch 10 



45 a) Probenvorbereitung 

15 u,g des nach Vorversuch 7d) gereinigten Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC entsalzt und weiter 
gereinigt Dazu wurden eine Bakerbond WP C18-Saule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 0,l%ige Trifluoressigsaure in 
Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendet Die Gradientensteigerung betrug 
50 20 bis 68% Eluens B in 24min. Die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm und bei 280 nm. Die TNF-BP 
enthaltende Fraktion wurde gesammelt, getrocknet und in 75 u.1 70%iger Ameisensaure geldst und direkt fur die 
Aminosauresequenzanalyse verwendet. 

b) Aminosauresequenzanalyse 

55 

Die automatische Aminosauresequenzanalyse wurde mit einem Applied Biosystem 477 A Rflssigphasense- 
quenator durch On-line-Bestimmung der freigesetzten Phenylthiohydantoin-Derivate mittels Applied Biosyste- 
me Analysator, Model! 120 A PTH, durchgefuhrt Sie ergab die folgende N-terminale-Sequenz als Hauptse- 
quenz:(ca. 80% der Proteinmenge): 
60 Asp-Ser-Val-X-Pro-Gln-Gly— Lys-Tyr- He- His- Pro-Gin-. 
Daneben war folgende Nebensequenz nachzuweisen: 
Leu-(Val)-(Pro)-(His)-Uu-Gly-X-Arg-Glu-. 

(Die in Klammer stehenden Aminosauren konnten nicht eindeutig identifiziert werden.) 
65 Vorversuch 1 1 



SDS-PAGE 
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Die Probenvorbereitung wurde wie im Vorversuch 10 durchgefuhrt mit dem Unterschied, daB die Proben- 
menge 10 pg betrug. Die Probe wurde in 50 til Wasser aufgenommen und in 4 Portionen geteilt Einer der vier 
aliquoten Teile wurde zur Reinheitsbestimmung mittels SDS-PAGE nach der Methode von Laemmli (25) mit 
DTT (Dithiothreitol) reduziert und auf Minigelen (Hofer, 55 x 80 x 0,75, 15%) getrennt; als Molekulargewichts- 
marker wurde der im Vorversuch 8 angegebene verwendet Die Farbung erfolgte nach der Methode von Oakley 
(30). Das Elektropherogramm ist in Fig. 9 dargestellt Es zeigt eine einzige Bande bei einem Molekulargewicht 
von ca. 30 000. 

Vorversuch 12 
Untersuchung auf Zuckeran teile mittels Affinoblotting 

Dazu wurden zwei der restlichen Portionen aus der Probenvorbereitung zu Vorversuch 1 1 gelelektrophore- 
tisch (36) aufgetrennt und auf Nitrozellulose geblottet. 

Der Transfer auf Nitrocellulose (NC, Porenweite 0,45 mm) erfolgte mit einer Semi-dry Apparatur Sartorius 
SM 17 556) wahrend 2 h bei einer Stromstarke von 1,1 mA/cm 2 Gelflache. AnschlieBend an den Blot-Vorgang 
wurde die NC fur 1 h in Blockingpuffer (1% BSA in PBS, pH 7,2) bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert 
(PBS: 137 mM NaCI, 2,7 mM KCl,4,2 mM Na 2 HP04, 1,5 mM KH2PO4, pH 72). 

Die Farbung der Glykoproteine erfolgte mit zwei verschiedenen Lectinen, die sich durch ihre Spezifitat fQr die 
Zuckerreste unterscheiden: Concanavalin A (ConA) reagiert mit Glucose und Mannose, und Weizenkeimlectin 
(WGA) reagiert mit N-Acetylglucosamin und N-Acetylneuraminsaure. WGA wurde mittels Glutardialdehyd mit 
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt 

Zur Kontrolle wurden fur jedes Lectin jeweils Kontrollproteine mit bekannter Glykanstruktur mit aufgetra- 
gen (Con A: Ovalbumin; WGA: Fetuin). 

Die Entwicklung mit ConA wurde wie folgt ausgefuhrt: 

— einige Male spulen mit TBS (500 mM NaCI, 20 mM TRIS, pH 7,4), 

— 60 min Inkubation mit ConA (25 mg ConA/ml) in TBSK (TBS mit 1 mM MnCI 2 und 1 mM CaCb), 

— 4x15 min spulen in TBSK mit 0,1% TWEEN 20, 

— 60 min Inkubation mit Peroxidase (50 mg/ ml in TBSK), 

— 4x15 min spulen in TBSK mit 0,1% TWEEN 20, 

— 15 min Inkubation in TBS. 

— Inkubation im Farbemedium (60 mg 4-Chloro-l-naphthol, 15 ml Methanol, 85 ml TBS, 60 ml H2O2), bis 
blaue Banden sichtbar werden. 

— Die Farbung wurde durch Spulen mit Wasser beendet. 

Die Entwicklung mit WGA/Peroxidase wurde wie folgt ausgefuhrt: 

— einige Male spulen mit TBS, 

— Inkubation mit Lectin-Konjugat (20 ml/ml in PBS) fur 2 h, 

— einige Male spulen mit TBS, 

— 15 min Inkubation in TBS, 

— Inkubation mit Farbemedium (vgL oben), bis blaue Banden sichtbar werdea 

Das Ergebnis des Affinoblots ist in Fig. 10 dargestellt: 
Die Spuren 1 (Kontrolle) und 2 zeigen die Reaktion mit ConA, die Spuren 3 (Kontrolle) und 4 zeigen die 
ReaktionmitWGA. 

Das Ergebnis des Affinoblots zeigt, daB es sich bei TNF-BP urn ein Glykoprotein handelt 

Vorversuch 13 

EinfluB von TNF-BP auf die zytotoxische Wirkung von TNF-a 

Die Bestimmung des zytotoxischen Effekts von TNF-a auf WEHI 164 Klon 13 Zellen wurde durchgefOhrt, wie 
in (29) beschrieben. Zielzellen wurden auf Mikrotiterplatten mit einer Konzentration von 20 000 bis 40 000 
Zellen pro Vertiefung in 100 jxl RPMI Gewebekulturmedium mit 10% FBS aufgebrachL TNF-a wurde in zwei 
verschiedenen Konzentrationen (100pM/l, 1000 pM/1) zusammen mit verschiedenen Konzentrationen von 
hochgereinigtem TNF-BP zugefOgt Nach 20 h wurde der Anteil an toten Zellen, wie in (29) beschrieben, 

bestimmt Die Titrationskurven dieses Versuchs sind in Fig. 11 dargestellt (• •: lOOpM TNF-a; 

O 0 : 1000 pM TNF-a). 

Beispiel 1 

a) Tryptic Peptide Mapping 

Etwa 60 ng des nach Vorversuch 7d) gereinigten Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC entsalzt und 
damit weiter gereinigt Dazu wurden eine Bakerbond WP C18 SSule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 0,l%ige Trifluor- 
essigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendet Die Gradientenstei- 
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gerung betrug 20 bis 68% Eluens B in 24 mm. Die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm und bei 280 nm Die 
TNF-BP enthaltende Fraktion (Retentionszeit etwa 13,0 min) wurde gesammelt, getrocknet und in 60 uJ l%igem 
Ammoniumbicarbonat gelosL 

Dieser Losung wurden 1% w/w, entsprechend 0,6 ug Trypsin (Boehringer Mannheim)- zugesetzt -und die- 
5 Reaktionsmischung 6 Stunden bei 37° C inkubiert Danach wurden nochmals 1% w/w Trypsin zugesetzt und die 
Inkubation fiber Nacht fortgesetzt 

Zur Reduktion der Disulfidbrucken wurde der Reaktionsansatz anschlieBend mit 60 ul 6 M Harnstoff und mit 
12 ul 0,5 M Dithiothreitol versetzt und 2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassea 

Die Auftrennung der entstandenen tryptischen Spaltpeptide erfolgte fiber Reverse Phase HPLC, wobei eine 
io Delta Pak C18 Saule (Waters, 3,9 x 150 mm, 5 ® m Teilchendurchmesser, 100 A Porendurchmesser) bei 30°C und 
0,t%ige Trifluoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendet 
wurden. Die Gradientensteigerung betrug 0 bis 55% Eluens B in 55 min, danach wurde 55% B fur 15 min 
beibehalten. Die FluBrate betrug 1 ml/min, die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm (0,5 AUFS) und bei 280 nm 
(0,05AUFS)l 

15 

b) Sequenzanalyse von tryptischen Peptiden 

Einige der nach a) gewonnenen tryptischen Spaltpeptide von TNF-BP wurden der automatischen Aminosau- 
resequenzanalyse unterworfen. Dazu wurden die entsprechenden Fraktion en aus der Reverse Phase HPLC 

20 gesammelt, getrocknet und in 75 u1 70%iger Ameisensaure gelost Diese Ldsungen wurden direkt fur die 
Sequenzierung in einem Applied Biosystems 477 A Pulsed Liquid Phase Sequenator eingesetzt Tab. 1 enthalt die 
Ergebnisse der Sequenzanalyse der tryptischen Peptide, wobei die in KJammem angeffihrten Aminosauren nicht 
mit Sicherheit nachgewiesen werden konnten. Die Angabe "X** bedeutet, daB an dieser Stelle die Aminosaure 
nicht identifiziert werden konnte. In der Fraktion 8 konnte die Aminosaure in Position 6 nicht identifiziert 

25 werden. Die Sequenz — X— N— S— ffir die Position 6—8 laBt vermuten, daB die Aminosaure 6 in glykosylierter 
Form vorliegt 

Auffallend ist die weitgehende Identitat der Sequenz der nur in geringer Menge auftretenden Fraktion 12 mit 
der in Vorversuch 10 bestimmten Nebensequenz des N-Terminus. Da die Proteine der Haupt- und Nebense- 
quenz auf einer anarytischen Reverse Phase HPLC-Saule (Vorversuch 10a) nicht trennbar waren, kdnnte es sich 
30 bei dem Protein mit der Nebensequenz urn eine am N-Terminus verlangerte Form des TNF-BP handeln, die 
durch Prozessierung zum Grofiteil in das Protein mit der Hauptsequenz uberffihrt wird 



Fraktion Aminosauresequenz 

35 1 D-S-V-C-P-Q-G-K 

2 X-X-L-S-(C)-S-FC 

5 E-N-E-(C)-V-S-(C)-(S)-N-(C)-K-(K) 

8 y-i-h-p-q-x-n-s-i-x-x-x-k: 

11 E-C-E-S-G-S-F-T-A-S-EN-(N)-(K) 

12 L- V-P-H-L-G-D-R 

14/1 G-T-Y-L-Y-N-D-C-P-G-P-G-Q- 

14/H (E)-M-G-Q-V-(E)-(I)-(S)-X-XX-(V)-(D)- 

20 G-T-Y-L-Y-N-D-C-P-G-P-G-Q-D-T-X-X-R 

45 26 Q-N-T-V-(C)-T-X-(H)-A-G-F-(F)-L-(R) 

27 S - L - E - (C) - T - K - L - (C) - L - P - Q - 1 - E - N - 



(Um die Beschreibung der nachfolgenden Beispiele zu vereinfachen, werden oft wiederkehrende Methoden 

50 bzw. Bezeichnungen kurz beschrieben.) 

"Schneiden" oder "Verdauen" von DN A bezieht sich auf die katalytische Spaltung der DNA mittels Restrik- 
tionsendonukleasen (Restriktionsenzymen) an fur diese spezifischen Stellen (Restriktionsstellen). Restriktions- 
endonukleasen sind kauflich erhaltlich und werden unter den von den Herstellern empfohlenen Bedingungen 
(Puffer, Rinderserumalbumin (BSA) als Tragerprotein, Dithiothreitol (DTT) als Oxidationsschutz) eingesetzt 

55 Restriktionsendonukleasen werden mit einem GroBbuchstaben, meist gefolgt von Kleinbuchstaben und norma- 
lerweise einer romischen Ziffer, bezeichnet Die Buchstaben hangen von dem Mikroorganismus ab, aus dem die 
betreffende Restriktionsendonuklease isoliert wurde (z. B.: Sma I: Serratia marcencens). Oblicherweise wird 
etwa 1 ug DNA mit einer oder mehreren Einheiten des Enzyms in etwa 20 uJ Pufferldsung geschnittea Norma- 
lerweise wird eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 37° C verwendet, kann aber laut den Verwendungsvor- 

go schriften des Herstellers variiert werden. Nach dem Schneiden wird manchmal die 5'-Phosphatgruppe durch 
Inkubation mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm (CIP) entfernt Dies dient zur Verhinderung einer 
ungewunschten Reaktion der spezifischen Stelle in einer nachfolgenden Ligasereaktion (z. B. Zirkularisierung 
eines linearisierten Plasmids ohne Insertierung eines zweiten DNA-Fragmentes). Wenn nicht anders angegeben, 
werden DNA-Fragmente nach dem Schneiden mit Restriktionsendonukleasen normalerweise nicht dephospho- 

65 ryliert Reaktionsbedingungen ffir die Inkubation mit alkalischer Phosphatase sind z. B. dem M13 Cloning und 
Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook, Fa Amersham, PI/129/83/12) zu entnehmen. Nach 
der Inkubation wird Protein durch Extraktion mit Phenol und Chloroform entfernt und die DNA aus der 
waBrigen Phase durch Zusatz von Ethanol prazipitiert 
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"Isolierung" eines bestimmten DNA-Fragments bedeutet die durch den Restriktionsverdau erhaltenen DNA- 
Fragmente Auftrennung der z. B. auf einem 1% AgarosegeL Nach der Elektrophorese und dem Sichtbarmachen 
der DNA im UV-Ucht durch Anfarben mit Athidiumbromid (EtBr) wird das gewunschte Fragment anhand 
mitaufgetragener Molekulargewichtsmarker lokalisiert und durch weitere Elektrophorese an DE 81 Papier 
(Schleicher und SchQII) gebunden. Die DNA wird durch Spulen mit Niedrigsalzpuffer (200 mM NaCI, 20 mM Tris 
pH « 7,5, I mM EDTA) gewaschen und anschlieBend mit einem Hochsalzpuffer (1 M NaCI, 20 mM Tris pH - 
7,5, 1 mM EDTA) eluiert Die DNA wird durch Zusatz von Athanol prazipitiert 

"Transformation" bedeutet das Einbringen von DNA in einen Organismus, so daB die DNA dort replizierbar 
ist, entweder extrachromosomal oder chromosomal integriert Transformation von E coli folgt der im M13 
Cloning and Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook, Fa. Amersham, Pl/129/83/12) angege- 
benen Methode. 

"Sequenzieren" einer DNA bedeutet die Bestimmung der Nukleotidsequenz. Dazu wird zunachst die zu 
sequenzierende DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, und die Fragmente werden in ent- 
sprechend geschnittene M13 mp 8, mp 9, mp 1 8 oder mp 19 Doppelstrang DNA eingebracht, oder es werden die 
DNA mittels Ultraschall fragmentiert, die Enden repariert und, die grdBenselektionierten Fragmente in Sma I 
geschnittene, dephosphorylierte M13 mp 8 DNA eingebracht (Shotgun Methode). Nach der Transformation von 
E. coli JM 101 wird Einzelstrang DNA aus rekombinanten M13 Phagen entsprechend dem M13 Cloning and 
Sequencing manual (Cloning and Sequencing Handbook, Fa- Amersham, PI/129/83/12) isoliert und nach der 
Dideoxymethode (35) sequenziert (Als Alternative zur Verwendung des Klenowfragment der E. coli DNA 
Polymerase 1 bietet sich dabei die T7-DNA-Polymerase an ("Sequenase, Fa- United States Biochemical Corpora- 
tion). Die Sequenzreaktionen werden entsprechend dem Handbuch "Sequenase: Step-by-Step Protocols for 
DNA Sequencing With Sequenase" durchgeftthrt) 

Eine weitere Sequenziermethode besteht im Klonieren der zu sequenzierenden DNA in einen Vektor, der 
unter anderem einen Replikationsursprung eines DNA-Einzelstrangphagen (M13, fl) tragt (z. B. Bluescribe oder 
Bluescript M13 von Stratagene). Nach Transformation von E. coli JM101 mit dem rekombinanten Molekul 
konnen die Transformanten mit einem Helferphagen, z. B. M13K07 oder R408 von Progema, infiziert werden. 
Als Resultat erhalt man eine Mischung aus Helferphagen und verpacktem, einzelstrangigem rekombinantem 
Vektor. Die Aufarbeitung der Sequenziervorlage (Template) erfolgt in Analogie zu der Ml 3- Methode. Die 
Auswertung der Sequenzen erfolgt mittels der ursprunglich von R. Staden (32) entwickelten und von Ch. Pieler 
(33) modifizierten Compute rprogramme. 

"Ligieren* bezieht sich auf den ProzeB der Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Enden von 
Doppelstrang-DNA-Fragmenten. Oblicherweise werden zwischen 0,02 und 0,2 u.g DNA-Fragmente in 10 u.1 mit 
etwa 5 units T4-DN A Ligase ("Ligase") in einer geeigneten Pufferlosung ligiert (33) (T. Maniatis et al. Molecular 
cloning, 1982, p. 474> 

"Preparation" von DNA aus Transformanten bedeutet die Isolierung der Plasmid DNA aus Bakterien mittels 
der alkalischen SDS-Methode, modifiziert nach Birnboim und Doly (T. Maniatis et al* Molecular Cloning, 1982, 
pp. 368—369) unter Weglassen des Lysozyms. Dabei werden die Bakterien aus 1,5 bis 50 ml Kultur verwendet 

"Oligonukleotide" sind kurze Polydesoxynukleotide, die chemisch synthetisiert werden. Dazu wurde der 
Applied Biosystems Synthesizer Modell 381A verwendet Die Oligonukleotide werden entsprechend dem Mo- 
dell 381 A User Manual (Applied Biosystems) aufgearbeitet Sequenzprimer werden ohne weitere Reinigung 
direkt eingesetzt Andere Oligonukleotide werden bis zu einer Kettenlange von 70 durch die "OPC-Methode 
gereinigt (OPC = Oligonucleotid purification column, Applied Biosystems, Product Bulletin, January 1988). 
Langere Oligonukleotide werden durch Polyacrylamidgelelectrophorese (6% Acrylamid, 0,15% Bisacrylamid, 
6 M Harnstoff, TBE-Puffer) gereinigt und nach der Elution aus dem Gel Ober eine Gel-25 Sepharosesaule 
entsalzt 

Beispiel 2 

Herstellung von TNF-Bindungsprotein-spezifischen Hybridisierungssonden 

Die Auswahl der Oligonukleotide wurde im Hinblick auf deren Verwendung zur Amplifizierung von cDNA 
mittels PCR getroffen: 

a) Aus der N-terminalen Aminosauresequenz des TNF-Bindungsproteins (erhalten aus Vorversuch 10 und 
Beispiel l,Fraktion 1) 

Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln- 

wurde ein Heptapeptid-Bereich ausgewahlt, der die niedrigste Komplexitat eines gemischten Oligonukleotids 
zum Hybridisieren an cDN A zulaBt: 

Es sind dies die Aminosauren 6 bis 12. Urn die Komplexitat des Mischoligonukleotids herabzusetzen, wurden vier 
Mischoligonukleotide mit einer Komplexitat von jeweils 48 hergestellt Die Oligonukleotide wurden in Richtung 
der mRNA hergestellt, sie sind somit zum 3'Ende der Sequenz orientiert: 
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Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro 



10 



15 



20 



5'CAA 
G 


GGT 


AAA 
G 


TAT 

C 


ATT 
C 

A 


CAT 
C 


CC 


3 'TNF- 


BP 


#3/1 


EBI 


-1639 


5'CAA 
G 


GGC 


AAA 
G 


TAT 
C 


ATT 
C 
A 


CAT 
C 


CC 


3'TNF- 


BP 


#3/2 


EBI 


-1640 


5'CAA 
G 


GGA 


AAA 

G 


TAT 
C 


ATT 
C 
A 


CAT 
C 


CC 


3 * TNF- 


BP 


#3/3 


EBI 


-1641 


5'CAA 

G 


GGG 


AAA 
G 


TAT 

C 


ATT 
C 
A 


CAT 
C 


CC 


3 ' TNF- 


BP 


#3/4 


EBI 


-1642 



b) Aus der Aminosauresequenz eines tryptischen Peptides (Fraktion 1 1 des tryptischen Verdaus) der Aminosau- 
resequenz 

Glu-Cys-Glu-Ser-Gly-Ser-Phe-Thr-Ala-Ser-(Glu/Cys)-Asn-Asn-Lys (vgl. Beispiel 1) 

25 

wurde ein Peptid-Bereich ausgewahlt und ein weiterer Satz von Mischoligonukleotiden synthetisiert: 

TNF-BP #4/5: 3 'AAA TGA CGG AGA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
30 (EBI-1653) G G T T T 

T 



35 



40 



45 



TNF-BP #4/6: 3* AAA TGA CGG TCA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5* 
(EBI-1654) G G T G T 

T 

TNF-BP #4/7; 3 'AAA TGA CGG AGA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
(EBI-1657) G G T T G 

T 

TNF-BP #4/8: 3' AAA TGA CGG TCA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
(EBI-1658) G G T G G 

T 



Die Oligonukleotide wurden komplementar zur mRNA synthetisiert und sind somit zum 5'Ende der Sequenz 
orientierL Um das amplifizierte DNA-Fragment im AnschluB an die PCR effizient klonieren zu konnen, wurde 

50 auch ein BamHI-Linker am 5'Ende der Oligonukleotide vorgesehen. Werden z, B. die Oligonukleotide TNF-BP 
# 4/5-8 gemeinsam mit TNF-BP # 3/1—4 fur die PCR an der gesamten Lambda- DN A einer Bibliothek 
eingesetzt, kann ein etwa resultierendes DNA-Fragment mit BamHI nachgeschnitten werden. Die Partner-Oli- 
gonukleotide ergeben ein gerades Ende am STerminus, das Fragment kann somit in die Smal-BamHI-Stellen 
eines geeigneten Vektors kloniert werden. 

55 Jedes Mischoligonukleotid TNF-BP # 4/5 bis 8 ist eine Mischung aus 48 Einzelnukleotiden und berucksichtigt 
einige Codins nicht, und zwar: 

Thr ACG 
Ala GCGundGCT 
60 Ser TCGundTCC 
Asn AAT 

Bei GCT wird die Mdglichkeit in Betracht gezogen, daB das zu GCC (Ala) komplementare Triplett CGG 
65 durch Ausbildung einer G— T-Briicke wirksam sein kann, bei TCG (Ser) und AAT (Asn) gilt dasselbe bezGglich 
AGTbzw.TTG. 

ACG, GCG und TCG sind auQerst seltene Codons (CG-Regel) und wurden deshalb nicht berucksichtigt 
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Beispiel 3 

Amptifizierung einer fur TNF-BP codierenden Teilsequenz aus einer cDNA-Bibliothek 

a) Isolierung von Lambda-DNA einer cDNA-Bibiiothek 5 

Die Herstellung der cDNA-Bibliothek erfolgte nach der in der EP-Al-02 93 567 fur die humane plazentale 
cDN A-Bibliothek beschriebenen Methode mil dem Unterschied, daB als Ausgangsmaterial 10* Fibrosarkomzel- 
len der Zellinie HS 913 T, die unter Stimulierung mit humanem TNF-or(10 ng/ml) hochgezflchtet worden waren, 
verwendet wurden. Statt Lambda gtlO wurde Lambda gtl 1 verwendet (cDNA Synthese: Amersham RPN 1256; io 
EcoRI verdaute Lambda gt 1 1 Arme: Promega Biotech; in vitro Verpacken der ligierten DNA: Gigapack Plus, 
Stratagene^ 

5 ml des Phagenuberstandes der amplifizierten cDNA Bibliothek der humanen Fibrosarkom Zellinie HS913T 
in Lambda gtl 1 wurden mit 0,5 ug RNase A und 0,5 ug DNase 1 versetzt und eine Stunde bei 37°C inkubiert Die 
Mischung wurde 10 min bei 5000 xg zentrifugiert der Oberstand durch Extraktion mit Phenol und Chloroform 15 
von Protein befreit und die DNA aus der waBrigen Phase durch Zusatz von Ethanol prazipitiert Die Lambda- 
DNA wurde in TE-Puffer (10 mMTrispH = 7,5; 1 mM DETA) geldst 



b) PCR-Amplifizierung einer TNF-BP-Sequenz aus einer cDNA-Bibliothek 



20 



Fur die Anwendung der PCR auf DNA der HS913TcDNA-Bibliothek wurden 16 Einzelreaktionen durchge- 
fuhrt, in welchen jeweils eines der 4 Mischoligonukleotide EBM639, EBI-1540, EBI-1641, EBI-1642 als erster 
Primer und eines der vier Mischoligonukleotide EBI-1653, EBI-1654, EBM657, EBI-1658 als zweiter Primer 
eingesetzt wurde. Jedes dieser Mischoligonukleotide enthalt 48 verschiedene Oligonukleotide gleicher Lange. 
Die Amplifizierung mittels PCR fand in 50 u.1 Reaktionsvolumen, enthaltend 250 ng Lambda-DNA der cDNA- 25 
Bibliothek, 50 mM KCI, 10 mM Tris pH = 8,3, 1,5 mM MgCl* 0,01% Gelatine, 0,2 mM jedes der 4 desoxy-Nu- 
kleotidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP, 6TTP), je 200 pMol erster und zweiter Primer, 1,25 Einheiten Tag 
Polymerase [Perkin-Elmer Cetus] statt Um die Verdunstung zu verhindern, wurde die UJsung mit einigen 
Tropfen Mineralol (0,1 ml) uberschichtet Die PCR wurde in einem DNA Thermal Cycler (Perkon Elmer Cetus) 
folgendermaBen durchgefuhrt: Die Proben wurden 5 Minuten auf 94° C erhitzt, um die DNA zu denaturieren, 30 
und anschlieBend 40 Amplifikationszyklen unterworfen. Ein Zyklus bestand aus 40 Sekunden Inkubation bei 
94°C, 2 Minuten Inkubation bei 55°C und 3 Minuten Inkubation bei 72°C Am Ende des letzten Zyklus wurden 
die Proben fur weitere 7 Minuten bei 72°C inkubiert, um sicherzustellen, daB die letzte Primer- Veriangerung 
vollstandig veriauft Nach AbkOhlen auf Raumtemperatur wurden die Proben mit Phenol und Chloroform von 
Protein befreit und die DNA mit Athanol prazipitiert 35 

5u.l jeder der 16-PCR-Proben wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und die Lange der amplifizierten 
DNA-Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung bestimmt Die starkste DNA-Bande, ein Fragment von 
0,16 kb L^nge, war in den PCR-Proben zu sehen, die mit dem Oligonukleotid EBI-1653 als erstem Primer und 
einem der Oligonukleotide EBM639, EBl-1640, EBI-1641 oder EBI-1642 als zweitem Primer amplifiziert worden 
waren. Da die mit dem Primerpaar EBI-1653 und EBI-1642 amplifizierte Probe die grdBte Menge an diesem 40 
0,16-kb-DNA-Fragment enthielt, wurde diese Probe fQr die weitere Aufarbeitung ausgew&hlt 



Beispiel 4 

Klonierung und Sequenzierung eines durch PCR Amplifikation gewonnenen DNA-Fragments 45 

Das erhaltene PCR-Produkt der Primer EBI-1642 und EBI-1653 wurde mit BamHI geschnitten und nachfol- 
gend elektrophoretisch in einem Agarosegel (14% NuSieve GTG Agarose plus 1% Seakem GTG Agarose, 
FMC Corporation) nach der GroBe aufgetrennt Die Hauptbande, ein DNA-Fragment von 0,16 kb Lange, wurde 
aus dem Gel elektroeluiert und mit Ethanol prazipitiert Dieses DNA-Fragment wurde mit BamHI/Smal 50 
geschnittenem Plasmid pUC18 (Pharmacia) ligiert und E. coli JM101 mit dem Ugationsgemisch transformiert 
Die nach der Minipraparationsmethode hergestellten Plasmide wurden durch Schneiden mit den Restriktionsen- 
zymen PvuII und EcoRl-BamHI und nachfolgender Elektrophorese in Agarosegelen charakterisiert Das Plas- 
mid pUC18 enthalt zwei Schnittstellen fur PvuII, die in einem 032 kb DNA-Fragment die Polyklonierstelle 
flankieren. Sehr kurze DNA-Inserts in der Polyklonierstelle des Plasmids konnen nach Schneiden mit PvuII 55 
leichter im Agarosegel sichtbar gemacht werden, da sich die Lange um 032 kb vergrdBert Durch Schneiden mit 
EcoRI und BamHI kann das in den mit BamHI und Smal geschnittenen Plasmidvektor ligierte DNA-Fragment 
inklusive einiger Basenpaare der Polylinkersequenz erhalten werden. Ein KJon mit dem gewfinschten Insert 
wurde als pTNF-BP3B bezeichnet Das gesamte DNA-Insert dieses KJons wurde nach Subklonieren eines 
EcoRI-BamHl-Fragments in M13mpl8 (Pharmacia) nach der modifizierten Didesoxy Methode mit Sequenase 60 
(United States Biochemical Corporation) sequenziert 

Die Analyse der durch PCR-amplifizierten DNA ergab folgende Sequenz (nur der nicht kodierende Strang ist 
abgebildet darQber die abgeleitete Aminosauresequenz): 
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Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys Cys Thr 
CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT'ACC 



10 



20 25 30 

Lys Cys His Lys Glv Thr Tvr Leu Tyr Asn Asp Cvs Pro Glv Pro 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG 



15 



20 



25 



35 40 45 

Glv Gin Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr 
GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACA 



50 



Ala Ser Glu Asn Asn Lys 

GCC TCA GAA AAC AAC AAG GAT CC 



Die ersten 20 und die letzten 29 Nukleotide (in Kursivschrif t) entsprechen den Sequenzen der Primer-Oligonu- 
kleotide EBI-1642 bzw. dem (Complement von EBI-1653. Die Aminosauren 38 bis 43 bestatigen die restliche 
30 Sequenz des tryptischen Peptides 1 1 . 

Weiters enthalt das mittels PCR erzeugte DN A- Fragment die Sequenz des Peptides der Fraktion 20 des 
tryptischen Verdaus (Aminosauren 20 bis 34, unterstrichen). Damit ist erwiesen, daB der KJon pTNF-BP3B von 
einer cDNA abgeleitet wurde, die fflr TNF-Bindungsprotein kodieren kann. pTNF-BP3B stellt damit eine Sonde, 
z. B. zum Durchsuchen von cDN A-Bibliotheken nach fur TNF-Bindungsprotein kodierenden cDNAs, dar. 

35 
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Patentanspruche 

1. DN A, dadurch gekennzeichnet, daB sie die Formel 

CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 

TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 

TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 

GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG 

aufweist oder eine Variante einer DN A dieser Formel darstellt, die hybridisiert mit DN A, ausgewahlt aus 
der Gruppe 

a) DNA, kodierend fOrTNF-a-bindendes Protein, 

b) DNA, kodierend fur ein Protein, dessen Prozessierung TNF-BP ergibt, 

c) DNA, kodierend fOr ein TNF-BP verwandtes Protein mit der Fahigkeit, TNF-a zu binden, wie 
cDNA, abgeleitet von durch alternatives Spacing erhaltener mRN A, 

d) DNA, kodierend fur ein Protein, dessen Prozessierung ein TNF-BP verwandtes Protein mit der 
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Fahigkeit TNF-a zu binden, ergibt wie cDNA, abgeleitet von durch alternatives Splicing erhaltener 
mRNA. 

2. DNA, nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafi sie eine Nukleotidsequenz der Formel 

Rl CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 
TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 
TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 
GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG R2 

aufweist wobei Rl und R2 gegebenenfalls vorgesehene Restriktionsschnittstellen sind und/oder die Nu- 
kleotidsequenz der Formel gegebenenfalls modifiziert ist, und daB sie mit DNA, kodierend fur TNF-a 
bindendes Protein oder fur ein Protein, dessen Prozessierung TNF-a bindendes Protein ergibt, hybridisiert 

3. DNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit DNA gemaB Anspruch 1 hybridisiert und ausgewahlt ist aus 
der Gruppe der in Anspruch 1 a) bis d) definierten DN As, einschlieBlich ihrer degenerierten Variantea 

4. DNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit DNA gemaB Anspruch 2 hybridisiert und far TNF-a binden- 
des Protein bzw. fur ein Protein, dessen Prozessierung das TNF-a bindende Protein ergibt, kodiert ein- 
schlieBlich ihrer degenerierten Variantea 

5. Rekombinantes DNA-Molekul, en thai tend eine in Anspruch 3 definierte DNA-Sequenz. 

6. Rekombinantes DN A-Molekul nach Anspruch 5 zur Klonierung einer in Anspruch 3 definierten DNA. 

7. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 5, replizierbar in prokaryotischen oder eukaryotischen 
Wirtsorganismen, zur Expression einer in Anspruch 3 definierten DNA, wobei diese DNA funktionell mit 
Ex press ion skontrollsequenzen verbunden ist 

8. Rekombinantes DNA-Molekul, enthaltend eine in Anspruch 4 definierte DNA-Sequenz. 

9. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 8 zur Klonierung einer in Anspruch 4 definierten DNA. 

10. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 8, replizierbar in prokaryotischen oder eukaryotischen 
Wirtsorganismen, zur Expression einer in Anspruch 4 definierten DNA, wobei diese DNA funktionell mit 
Expressionskontrollsequenzen verbunden ist 

11. Wirtsorganismus, transformiert mit mindestens einem rekombinanten DNA-Molektil nach einem der 
AnsprOche 7 oder 1 0. 

1 2. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet daB es von einer DNA gemaB Anspruch 3 kodiert wird. 

13. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, daB es von einer DNA gemaB Anspruch 4 kodiert wird. 

14. Polypeptid nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB es die N-terminale Aminosauresequenz der 
Formel 



Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln- 
Asn-Asn-Ser-Ile-Cys-Cys-Thr-Lys-Cys-His-Lys-Gly-Thr- 
Tyr-Leu-Tyr-Asn-Asp-Cys-Pro-Gly-Pro-Gly-Gln-Asp-Thr- 
Asp-Cys-Arg-Glu-Cys-Glu-Ser-Gly-Ser-Phe-Thr-Ala-Ser- 
Glu-Asn 
aufweist 

15. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach den Anspruchen 12-14, dadurch gekennzeichnet daB 
ein geeigneter Wirtsorganismus mit rekombinanter DNA gemaB Anspruch 3 oder 4 transformiert und 
gezuchtet wird und das exprimierte Protein isoliert wird 

16. Polypeptid nach einem der Anspruche 12—14 zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung 
des menschlichen oder tierischen Kdrpers bei Indikationen, bei denen eine schadigende Wirkung von 
TNF-a auftritt 

17. Polypeptid nach einem der Anspruche 12— 14 zur Behandlung von entzOndlichen Erkrankungen. 

18. Polypeptid nach einem der Anspruche 12— 14 zur Behandlung von infektidsen Erkrankungen. 

19. Polypeptid nach einem der AnsprOche 12 — 14 zur Behandlung von parasitaren Erkrankungen. 

20. Polypeptid nach einem der Anspruche 12— 14 zur Behandlung von Schockzustandea 

21. Polypeptid nach einem der Anspruche 12—14 zur Behandlung von pathologischen Zustanden, die als 
Nebenwirkungen bei der Therapie mit TN F-a auftreten. 

22. Pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend eine die biologische Aktivitat von TNF-a wirksam hem- 
mende Menge eines oder mehrerer Polypeptide nach einem der Anspruche 12—14. 

23. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine die biologische Aktivitat von TNF-/* wirksam hemmende 
Menge eines oder mehrerer Polypeptide nach einem der Anspruche 12—14. 
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